ساخت وکتور ريپورتر القايی لوسيفراز برای رديابی فعاليت ويروس HTLV-1 by فتاحی عبدی زاده, مجتبی et al.
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  ﻣﻘﺪﻣﻪ
 1اﻧﺴـﺎﻧﻲ ﺗﻴـﭗ  Tﻫـﺎي وﻳﺮوس ﻟﻨﻔﻮﺗﺮوﭘﻴـﻚ ﺳـﻠﻮل 
اوﻟﻴﻦ رﺗﺮووﻳﺮوس اﻧﺴـﺎﻧﻲ اﺳـﺖ ﻛـﻪ در ( 1-VLTH)
اﻳـﻦ وﻳـﺮوس در . (1) ﻛﺸـﻒ ﺷـﺪ 0891اواﻳـﻞ ﺳـﺎل 
ﻣﻨﺎﻃﻘﻲ ازﺟﻬﺎن ﻣﺜﻞ ژاﭘـﻦ، ﺣـﻮزه درﻳـﺎي ﻛﺎراﺋﻴـﺐ، 
در ﺣـﺎل . (2) اﻓﺮﻳﻘﺎ و ﺧﺮاﺳﺎن اﻳـﺮان اﻧـﺪﻣﻴﻚ اﺳـﺖ 
ﻣﻴﻠﻴﻮن ﻧﻔﺮازﺟﻤﻌﻴﺖ دﻧﻴﺎ ﺑـﻪ اﻳـﻦ وﻳـﺮوس  02ﺣﺎﺿﺮ
درﺻـﺪ آن ﻫـﺎ ﺑـﻪ ﺳـﻮي  3-5 اﻧـﺪ ﻛـﻪ ﺣـﺪود آﻟـﻮده
ﻫـﺎي ﻣﺨﺘﻠـﻒ از ﺟﻤﻠـﻪ دو ﺑﻴﻤـﺎري ﻋﻤـﺪه  ﺑﻴﻤـﺎري
اﭘﺎرزي اﺳﭙﺎﺳـﺘﻴﻚ ﭘﺎر/ 1-VLTH ﻣﻴﻠﻮﭘﺎﺗﻲ واﺑﺴﺘﻪ ﺑﻪ
ﻫـﺎي ﻟﻨﻔﻮم ﺳـﻠﻮل /و ﻟﻮﺳﻤﻲ (PST/MAH) ﺗﺮوﭘﻴﻜﺎل
 .(3) ﻛﻨﻨـﺪ ﺳـﻮق ﭘﻴـﺪا ﻣـﻲ( LLTA) ﺑﺰرﮔﺴـﺎﻻن T
، ﺑـﺎ ﻣﺘﻮﺳـﻂ ﻳﻚ ﺑﻴﻤـﺎري ﭘﻴﺸـﺮوﻧﺪه  LLTAﺑﻴﻤﺎري 
 4رﻧﻮع ﺣﺎد ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ ﺑﻪ ﻣﺎه د 6ﻃﻮل ﻋﻤﺮ ﻛﻤﺘﺮ از
و ﻟﻨﻔﻮﻣﺎ ﺗﻘﺴﻴﻢ ﺑﻨـﺪي  gniredlomsﻧﻮع ﺣﺎد، ﻣﺰﻣﻦ، 
ﺗﺎﻛﻨﻮن ﺷﻴﻤﻲ درﻣﺎﻧﻲ روﺗـﻴﻦ در ﻣـﻮرد . (4) ﺷﻮد ﻣﻲ
ﻫﺎ، ﺑﺮ ﻋﻠﻴﻪ اﻳﻦ ﺑﻴﻤﺎري ﻣﻮﺛﺮ ﻧﺒﻮده اﺳﺖ  دﻳﮕﺮ ﻟﻮﺳﻤﻲ
و ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت داروﻳـﻲ ﻛﻤـﻲ ﺑـﺎ ﺗﻮﺟـﻪ ﺑـﻪ ﺧﺼﻮﺻـﻴﺎت 
  .(5) وﻳﺮوس ﺑﺮ روي آن ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺘﻪ اﺳﺖ
ﻳﻚ وﻳـﺮوس واﺑﺴـﺘﻪ ﺑـﻪ ﺳـﻠﻮل  1-VLTHوﻳﺮوس 
ﻫـﺎ  اﻧﺘﻘﺎل ﻟﻨﻔﻮﺳﻴﺖاﺳﺖ و اﻧﺘﻘﺎل آن ﻣﻌﻤﻮﻻً از ﻃﺮﻳﻖ 
اﻳﻦ وﻳﺮوس ﻏﻴﺮ ﺳـﻴﺘﻮﻟﻴﺘﻴﻜﻲ اﺳـﺖ . ﮔﻴﺮد ﺻﻮرت ﻣﻲ
ﻫﺎي ﻣﻌﻤـﻮل وﻳـﺮوس ﺷﻨﺎﺳـﻲ در ﻛﺸـﺖ  ﻛﻪ ﺑﺎ روش
ﺳـﻠﻮﻟﻲ ﺑﺮاﺣﺘـﻲ ﻗﺎﺑـﻞ ﺑﺮرﺳـﻲ ﻧﻴﺴـﺖ و ﻣﻌﻤـﻮﻻً از 
ﻫﺎي ﻣﻠﻜﻮﻟﻲ و ﺳﻨﺠﺶ ﭘﺮووﻳﺮال و ﻳـﺎ ﺳـﻨﺠﺶ  روش
اﻧ ــﺪازه ﮔﻴ ــﺮي  91Pﻛﻤــﻲ آﻧﺘ ــﻲ ژن وﻳ ــﺮوس ﻣﺎﻧﻨ ــﺪ 
 اﻳﺮان،  ﺑﺨﺶ وﻳﺮوس ﺷﻨﺎﺳﻲ، داﻧﺸﮕﺎه ﺟﻨﺪي ﺷﺎﭘﻮر ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ اﻫﻮاز و ﺑﺨﺶ وﻳﺮوس ﺷﻨﺎﺳﻲ، اﻧﺴﺘﻴﺘﻮ ﭘﺎﺳﺘﻮر داﻧﺸﺠﻮي دﻛﺘﺮي وﻳﺮوس ﺷﻨﺎﺳﻲ :ﻣﺠﺘﺒﻲ ﻓﺘﺎﺣﻲ ﻋﺒﺪي زاده
 moc.liamg@ihattafabatjom. ﺗﻬﺮان، اﻳﺮان
  (.ﻮلﻧﻮﻳﺴﻨﺪه ﻣﺴﺌ)* اﺳﺘﺎد وﻳﺮوس ﺷﻨﺎﺳﻲ، ﻣﺮﻛﺰ ﺑﻴﻤﺎري ﻫﺎي ﻋﻔﻮﻧﻲ ﮔﺮﻣﺴﻴﺮي، ﺑﺨﺶ وﻳﺮوس ﺷﻨﺎﺳﻲ، داﻧﺸﮕﺎه ﺟﻨﺪي ﺷﺎﭘﻮر ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ اﻫﻮاز، اﻫﻮاز، اﻳﺮان :ﻣﻨﻮﭼﻬﺮ ﻣﻜﻮﻧﺪي*
  moc.liamtoh@92idnavkamrhehcoonam
   moc.liamtoh@87fabramasazerila .ﺑﺨﺶ وﻳﺮوس ﺷﻨﺎﺳﻲ، داﻧﺸﮕﺎه ﺟﻨﺪي ﺷﺎﭘﻮر ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ اﻫﻮاز، اﻫﻮاز، اﻳﺮان ،داﻧﺸﻴﺎر وﻳﺮوس ﺷﻨﺎﺳﻲ :ﻋﻠﻴﺮﺿﺎ ﺳﻤﺮ ﺑﺎف زاده 
  moc.oohay@ainfitalmayram. اﻳﺮانداﺧﻠﻲ، ﺑﻴﻤﺎرﺳﺘﺎن ﺣﻀﺮت رﺳﻮل اﻛﺮم، ﺗﻬﺮان،  رزﻳﺪﻧﺖ :ﻣﺮﻳﻢ ﻟﻄﻴﻒ ﻧﻴﺎ
  moc.liamg@hsenamdaza.k. اﻳﺮاناﻳﺮان، ﺗﻬﺮان،  داﻧﺸﻴﺎر ﺑﻴﻮﺗﻜﻨﻮﻟﻮژي ﺑﺨﺶ وﻳﺮوس ﺷﻨﺎﺳﻲ، اﻧﺴﺘﻴﺘﻮ ﭘﺎﺳﺘﻮر :ﻛﻴﻬﺎن آزادﻣﻨﺶ
  1-VLTHوﻳﺮوس ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ ﺑﺮاي ردﻳﺎﺑﻲ ﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز اﻟﻘﺎﻳﻲرﻳﭙﻮرﺗﺮ ﺳﺎﺧﺖ وﻛﺘﻮر
  ﭼﻜﻴﺪه
ﻣﻴﻠﻴﻮن ﻧﻔﺮ آﻟﻮده در ﺟﻬـﺎن ﻳـﻚ ﻣﺸـﻜﻞ ﺑﻬﺪاﺷـﺖ  02ﺑﺎ ﺣﺪود  epyt suriv ciportohpmyl llec_T namuH() 1-VLTHوﻳﺮوس  :ﻫﺪف و زﻣﻴﻨﻪ
ﺑﺎﺷﺪ  ﻣﻲ (LTA) ﺑﺰرﮔﺴﺎﻻن Tاﻳﻦ وﻳﺮوس ﻋﺎﻣﻞ ﺑﻴﻤﺎري ﭘﻴﺸﺮوﻧﺪه ﻟﻮﺳﻤﻲ ﺳﻠﻮل ﻫﺎي . ﺟﻬﺎﻧﻲ اﺳﺖ ﻛﻪ در ﻣﻨﺎﻃﻘﻲ ﻣﺜﻞ ژاﭘﻦ و ﺧﺮاﺳﺎن اﻳﺮان اﻧﺪﻣﻴﻚ اﺳﺖ
ﺮ ﺳﻴﺘﻮﻟﻴﺘﻴﻜﻲ و اﻧﺘﻘﺎل ﺳﻠﻮل ﺑﻪ ﺳﻠﻮل اﻳـﻦ وﻳـﺮوس، ﻣﻄﺎﻟﻌـﺎت داروﻳـﻲ در ﺑﻪ دﻟﻴﻞ ﺧﺼﻮﺻﻴﺎت ﻏﻴ. ﻛﻪ داروﻳﻲ ﺗﺎﺋﻴﺪ ﺷﺪه ﻣﻮﺛﺮ ﺑﺮ ﻋﻠﻴﻪ آن ﺗﺎﻛﻨﻮن وﺟﻮد ﻧﺪارد
ﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ ﺳﺎﺧﺖ . ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻢ ﺑﻮده و ﻣﻨﺤﺼﺮ ﺑﻪ ﭼﻨﺪ رده ﺳﻠﻮﻟﻲ آﻟﻮده ﺑﻪ آن ﻣﻲ( ) ortiv nI ﻛﺸﺖ ﺳﻠﻮﻟﻲ ﺑﺮ روي اﻳﻦ وﻳﺮوس ﺑﺎ روش ﻫﺎي ﻣﻌﻤﻮل در آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎه
رﻳﭙﻮرﺗﺮ ﻫﺎي ﺳﺎﺧﺘﻪ ﺷـﺪه ﺑـﺮاي . در ﻛﺸﺖ ﺳﻠﻮﻟﻲ ﺑﻪ ﺟﻬﺖ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت داروﻳﻲ ﺿﺮوري ﺑﻪ ﻧﻈﺮ ﻣﻲ رﺳﺪ 1VLTHوﻛﺘﻮر رﻳﭙﻮرﺗﺮ ﺑﺮاي ارزﻳﺎﺑﻲ ﻋﻔﻮﻧﺖ وﻳﺮوس 
در ژﻧﻮم وﻳﺮوس ﺷﺎﻣﻞ ﭘﺮوﻣـﻮﺗﺮوﻳﺮوس اﺳـﺖ ﻛـﻪ در ﺗﻜﺜﻴـﺮو ﻧﺴـﺨﻪ  RTL ﻧﺎﺣﻴﻪ. ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ RTL رﺗﺮووﻳﺮوس ﻫﺎ ﻣﻌﻤﻮﻻً ﺑﺮ اﺳﺎس ﺗﺮاﻧﺲ اﻛﺘﻴﻮﻳﺸﻦ ﻧﺎﺣﻴﻪ
  .اردﻧﻘﺶ د xaTﺑﺮداري آن، ﺗﺤﺖ ﺗﺎﺛﻴﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ وﻳﺮوﺳﻲ 
 71.4LGp ﺑﺮﻳﺪه و در وﻛﺘﻮر ﺑﺪون ﭘﺮوﻣـﻮﺗﺮ  zcaL-RTLCUp وﻳﺮوس ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از آﻧﺰﻳﻢ ﻣﺤﺪود ﻛﻨﻨﺪه از ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ RTL ﻣﻨﻄﻘﻪ ﭘﺮوﻣﻮﺗﺮي :ﻛﺎر روش
ﺳـﭙﺲ . ﺗﺎﻳﻴﺪ ﺷﺪ، ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ وﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗﻮاﻟﻲ RCP ynolocاﺑﺘﺪا ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ﺑﺎ . ﻛﻪ ﺣﺎﻣﻞ ژن رﻳﭙﻮرﺗﺮ ﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز اﺳﺖ در ﺑﺎﻻدﺳﺖ ژن ﻟﻮﺳﻴﻔﺮازﺳﺎب ﻛﻠﻮن ﺷﺪ
  .ﺑﺎوﻛﺘﻮر ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺷﺪ وﺑﻴﺎن اﻟﻘﺎﻳﻲ ﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز ﻣﻮرد ﺗﺎﻳﻴﺪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ 392T ﺳﻠﻮل
ﻫـﺎي  ﺑﺮاﺑﺮ درﺳﻠﻮل 05ﺑﺎﻋﺚ ﺑﻴﺎن ﻗﺎﺑﻞ ﻣﻼﺣﻈﻪ ي ﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز ﺗﺎ  xaTﭘﺲ از ﻛﻮﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺑﺎ وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ 392Tوﻛﺘﻮر ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﺷﺪه درﺳﻠﻮل  :ﻫﺎ ﻳﺎﻓﺘﻪ
  .ﻣﻮرد آزﻣﺎﻳﺶ ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ ﻛﻨﺘﺮل ﺷﺪ
، ﺑـﻪ 1-VLTHﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ ﻗﺎﺑﻠﻴﺖ ﺑﺎﻻي وﻛﺘﻮر ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﺷﺪه، ﻣﻲ ﺗﻮاﻧﺪ درﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﺑﻌﺪي درﺳﺎﺧﺖ رده ﺳﻠﻮﻟﻲ ﻧﺸـﺎﻧﮕﺮ ﺑـﺮاي وﻳـﺮوس  :ﮔﻴﺮي ﻧﺘﻴﺠﻪ
  .دﺟﻬﺖ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﭘﺎﻳﻪ اي و داروﻳﻲ ﺑﻪ ﻛﺎر رو
  
 .1-VLTH،ﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز، وﻛﺘﻮر رﻳﭙﻮرﺗﺮ :ﻫﺎ ﺪواژهﻴﻛﻠ
  19/9/62: ﺗﺎرﻳﺦ ﭘﺬﻳﺮش  19/5/72:ﺗﺎرﻳﺦ درﻳﺎﻓﺖ
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ﻫـﺎي وﻳﺮوﺳـﻲ  ازﻃﺮﻓﻲ اﻧﺪازه ﮔﻴﺮي آﻧﺘﻲ ژن .ﺷﻮد ﻣﻲ
ﺟﻬـﺖ ﺑﺮرﺳـﻲ ﺗﻴﺘـﺮ وﻳﺮوﺳـﻲ و  ASILEوﺳـﻴﻠﻪ ﻪ ﺑ
. ﻣ ــﻲ ﺑﺎﺷــﺪ ﻣﻮﻧﻴﺘﻮرﻳﻨــﮓ ﭘﻴﺸــﺮﻓﺖ وﻳ ــﺮوس ﮔ ــﺮان 
وﻳﺮﻳـﻮن  ﺗﻤـﺎﻳﺰ  ﻗﺎﺑﻠﻴـﺖ  ﮔﻴﺮي ژﻧﻮم وﻳﺮوﺳﻲ ﻧﻴﺰ اﻧﺪازه
ﻫـﺎي  روش .(7 و6) را ﻧـﺪاردآﻟـﻮده ﻛﻨﻨـﺪه ازﻏﻴـﺮآن 
،  yassa TR،yassa ytilibaiV lleCدﻳﮕﺮي ﻫﻤﭽـﻮن 
دﻳﺪن وﻳﺮوس ﺑﺎ ﻣﻴﻜﺮوﺳﻜﭗ اﻟﻜﺘﺮوﻧﻲ، ﻫﻴﺒﺮﻳﺪاﺳﻴﻮن 
   .(8) ﻣﻮﺟﻮد اﺳﺖ RCPﺨﺘﻠﻒ ﺑﺮ ﭘﺎﻳﻪ ﻫﺎي ﻣ و روش
ﻛـﻪ در ﻣﻄﺎﻟﻌـﺎت رﻳﭙﻮرﺗﺮﻫﺎ اﺑﺰار ﺑﺎ ارزﺷﻲ ﻫﺴـﺘﻨﺪ  
ﺑﻴﺎن ژن، ﺗﻜﺜﻴﺮ، اﻧﺘﻘﺎل، ادﻏﺎم و ﻣﻮارد ﺑﺴـﻴﺎري دﻳﮕـﺮ 
ﻛﻪ در ﻋﻠﻢ ﺑﻴﻮﻟﻮژي ﻣﻠﻜﻮﻟﻲ و ﭘﺰﺷﻜﻲ ﻛـﺎرﺑﺮد وﺳـﻴﻊ 
 ،)TAC( از ﺟﻤﻠﻪ ﻛﻠﺮاﻣﻔﻨﻴﻜﻞ اﺳﺘﻴﻞ ﺗﺮاﻧﺴﻔﺮاز. دارﻧﺪ
ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﮔﺮﻓﺘـﻪ ) PFG و( lag β)ﺑﺘـﺎ ﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﻳـﺪاز 
ﻛـﻪ ﺑـﺎ ( ﺷﺪه از ﻧﻮﻋﻲ ﻣﺎﻫﻲ ﺑـﺎ ﺧﺎﺻـﻴﺖ ﻓﻠﻮرﺳـﺎﻧﺲ 
اﻣـﺎ اﻳـﻦ  .(9-21) اﻧـﺪ  ﺟﻔﺖ ﺷﺪه VIH RTLﻣﻨﻄﻘﻪ 
ﺗﺠﻤﻊ ﻳﺎﻓﺘـﻪ در  ﻫﺎ ﻧﻴﺎزﻣﻨﺪ اﻧﺪازه ﮔﻴﺮي ﻣﺤﺼﻮل روش
 .ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ( lag β)ﻓﻴﻜﺲ ﺳﻠﻮل و TAC) ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ
رﻏـﻢ ﺳـﺎدﮔﻲ، ﺣﺴﺎﺳـﻴﺖ  ﻋﻠـﻲ PFG در اﻳـﻦ ﻣﻴـﺎن
ﻋﻨـﻮان ژن ﻪ ﭘﺎﻳﻴﻨﻲ ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ اﺳﺘﻔﺎده از ﻟﻮﺳـﻴﻔﺮاز ﺑ  ـ
ﻛـﻪ ﻣﻴـﺰان ﻧﺴـﺒﺘﺎً ﺑـﺎﻻي  ﻃـﻮريﻪ ﺑـ. ﮔﺰارﺷـﮕﺮ دارد 
 ﺑــﺮاي ﻓﻠﻮرﺳــﺎﻧﺲ واﺿــﺢ ﻧﻴــﺎز اﺳــﺖ  PFGﺑﻴــﺎن
ﻫـﺎي ذﻛـﺮ  ﺗﻜﻨﻴﻚ(. ﻣﻠﻜﻮل در ﻫﺮ ﺳﻠﻮل 601ﺣﺪاﻗﻞ)
ﻫـﺎي ﺳـﻠﻮﻟﻲ ﻣﺨﺘﻠـﻒ ﺑـﺮاي ﺷﺪه ﺟﻬـﺖ ﺗﻮﺳـﻌﻪ رده 
ﻛـﺎر ﺑـﺮده ﻪ ﺑ  ـ VIHﺧﺼـﻮص ﻪ ﺑ ﻫﺎ ي وﻳﮋه، وﻳﺮوس
  .(21) ﺷﺪه اﺳﺖ
، داﻣﻨـﻪ دﻳﻨـﺎﻣﻴﻜﻲ ﺣﺴﺎﺳﻴﺖ ﺑﺎﻻ ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ ﻣﺰاﻳﺎي
ﺳـﻴﻔﺮازي در اﻏﻠـﺐ زﻳـﺎد و ﻋـﺪم ﻓﻌﺎﻟﻴـﺖ داﺧﻠـﻲ ﻟﻮ
ﻫ ــﺎي ﻳﻮﻛ ــﺎرﻳﻮﺗﻲ، اﺳ ــﺘﻔﺎده از ﻟﻮﺳ ــﻴﻔﺮاز در  ﺳ ــﻠﻮل
  . (31) ﻫﺎي اﺧﻴﺮ رﺷﺪ ﭼﺸﻤﮕﻴﺮي داﺷﺘﻪ اﺳﺖ ﺳﺎل
در دو ( RTL)ﻣﻨﻄﻘﻪ ﺗﻜﺮار اﻧﺘﻬـﺎﻳﻲ ﻃـﻮﻻﻧﻲ وﻳـﺮوس 
 5ˊ RTL– ً ﻻﻣﻌﻤﻮ .اﻧﺘﻬﺎي ﭘﺮووﻳﺮوس ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ اﺳﺖ
ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﭘﺮوﻣﻮﺗﺮ وﻳﺮوس ﺑﺮاي ﺗﻜﺜﻴﺮ و ﻧﺴـﺨﻪ ﺑـﺮداري 
 ,R ,3Uﻣﻨﻄﻘﻪ  3ژن ﻫﺎي وﻳﺮوس ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ و ﺷﺎﻣﻞ ﺑﺮ 
 CG، در ﺑﻴﻦ دو ﻧﺎﺣﻴﻪ ﻏﻨـﻲ از 3Uدر ﻣﻨﻄﻘﻪ . اﺳﺖ 5U
ﺑﺎزي ﻛﻪ ﺑـﻪ ﻧـﺎم  12ﺳﻪ ﻋﻨﺼﺮ ژﻧﻲ ﺣﻔﻆ ﺷﺪه ﺗﻜﺮاري 
ﻧﺎﻣﻴـﺪه  xaTﻳﺎ ﻋﻨﺎﺻﺮ ژﻧﻲ ﭘﺎﺳـﺦ دﻫﻨـﺪه ﺑـﻪ  )sERT(
 ﻛـﻪ ﺳـﺎﺧﺘﺎري ﺷـﺒﻴﻪ ﺑـﻪ  (41) ﺷـﻮﻧﺪ، وﺟـﻮد دارد  ﻣﻲ
. دارﻧـﺪ ERC )tnemelE esnopseR PMA cilcyC(
ﻣﺴﺌﻮل ﺑﻴﺸﺘﺮﻳﻦ روﻧﻮﻳﺴﻲ از ﭘﺮووﻳـﺮوس ﻧﺎﺣﻴﻪ  3اﻳﻦ 
ﺗﺼـﻮﻳﺮ ) (51)ﻫﺴـﺘﻨﺪ  xaTﺗﺤﺖ ﻛﻨﺘـﺮل  1-VLTH
  .(1ﺷﻤﺎره 
ﻫ ــﺪف از اﻳ ــﻦ ﺗﺤﻘﻴ ــﻖ ﺳ ــﺎﺧﺖ وﻛﺘ ــﻮر رﻳﭙ ــﻮرﺗﺮ  
در  1VLTHﻟﻮﺳﻴﻔﺮازي ﺑﺮاي ارزﻳﺎﺑﻲ ﻋﻔﻮﻧﺖ وﻳﺮوس 
ﻛﺸﺖ ﺳﻠﻮﻟﻲ ﺑﻪ ﺟﻬـﺖ ﻣﻄﺎﻟﻌـﺎت داروﻳـﻲ در آﻳﻨـﺪه 
ﻧﺘﺎﻳﺞ ﺑﻪ دﺳﺖ آﻣـﺪه ﺣـﺎﻛﻲ از ﻣﻮﻓﻘﻴـﺖ در . ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ
ﺑﺮد آن ﺑـﺮاي ﺳـﺎﺧﺖ ﺳﺎﺧﺖ اﻳﻦ وﻛﺘﻮر و ﻗﺎﺑﻠﻴﺖ ﻛـﺎر 
 . ﻳﻚ رده ﺳﻠﻮل ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ
  
   ﻛﺎرروش 
ﻣﻨﻄﻘـﻪ ﭘﺮوﻣـﻮﺗﺮي وﻳـﺮوس : RTL – 1VLTH
ﺑﺎﺷﺪ ﻛـﻪ در ﻣﻄﺎﻟﻌـﺎت ﻗﺒﻠـﻲ،  ﻣﻲ 1-VLTH،RTL
از ﻳﻚ ﺑﻴﻤﺎر ﻧﺎﻗﻞ وﻳـﺮوس،  1VLTHوﻳﺮوس  RTL
ﻛﻠـﻮن ﺷـﺪه  -RTL CUp ZcaLدر وﻛﺘﻮر  ﺗﻜﺜﻴﺮ و
  . (61) ﺑﻮد
از وﻛﺘـﻮر ذﻛـﺮ ﺷـﺪه ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از  RTLﻗﻄﻌـﻪ
ﺑﺮﻳ ـﺪه و در ﺟﺎﻳﮕـﺎه ( ﻓﺮﻣﻨﺘـﺎس) III dniHآﻧ ـﺰﻳﻢ
 71.4LGPوﻛﺘـــﻮر رﻳﭙـــﻮرﺗﺮ ﻟﻮﺳـــﻴﻔﺮاز  SCM
در ﺑﺎﻻ دﺳﺖ ژن ﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز ﺳﺎب  )ASU.agemorP(
 pb 515ﺑﺪﻳﻦ ﺗﺮﺗﻴﺐ ﻛـﻪ ﻗﻄﻌـﻪ ﺣـﺪود . ﻛﻠﻮن ﺷﺪ
ﺑﺮﻳـﺪه و روي  -RTL CUp ZcaLاز وﻛﺘـﻮر  RTL
(. 2ﺗﺼـﻮﻳﺮ ﺷـﻤﺎره ) آﮔﺎررز اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺷـﺪ % 1ژل 
ﺳـﭙﺲ ﻗﻄﻌـﻪ ﻣـﻮرد ﻧﻈـﺮ از روي ژل ﺑﺮﻳـﺪه و ﺑ ـﺎ 
 RCP eruP hgiH )negaiQ( اﺳـﺘﻔﺎده از ﻛﻴـﺖ 
  .ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺷﺪ tcudorP
  
  xaT )sERT(ﭘﺎﺳﺦ دﻫﻨﺪه ﺑﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ  RTL1-VLTHﻋﻨﺼﺮ ژﻧﻲ در ﻧﺎﺣﻴﻪ  3 -1ﺼﻮﻳﺮ ﺗ
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 iloc.Eﺑ ــﺎﻛﺘﺮي  :tnetepmoCﺗﻬﻴ ــﻪ ﺳ ــﻠﻮل 
در ﻣﺤﻴﻂ ( thginrevo) در ﻃﻮل ﺷﺐ5HD α ﺳﻮﻳﻪ
 001ﻛﺸﺖ داده ﺷﺪ و  inatreB airuL() ﻣﺎﻳﻊ BL
 005ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺗﺎزه رﺷﺪ ﻛﺮده ﺑـﻪ ارﻟـﻦ 
ﻣـﺎﻳﻊ  BLﻣﻴﻠـﻲ ﻟﻴﺘـﺮي  05ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘـﺮي ﺣـﺎوي 
 ﺑـﻪ ﺣـﺪود  DOاﻧﺘﻘﺎل داده ﺷﺪ و ﭘـﺲ از رﺳـﻴﺪن 
ﻧـﺎﻧﻮﻣﺘﺮ، ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از  006 در ﻃـﻮل ﻣـﻮج 0/53
ﻣــﻮﻻر و ﻃﺒــﻖ ﭘﺮوﺗﻜــﻞ  0/1 ﻛﻠﺴــﻴﻢﻛﻠﺮﻳــﺪ 
  .ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻣﺴﺘﻌﺪ ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪ )llessuR&koorbmaS(
   
ﺑـﻪ  71.4LGPوﻛﺘﻮر ﺑـﺪون ﭘﺮوﻣـﻮﺗﺮ : noitagiL
ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از آﻧﺰﻳﻢ  RTLﻫﻤﺮاه ﻗﻄﻌﻪ ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺷﺪه 
و ﺑ ـﺎ ﻧﺴـﺒﺖ  )satnemreF، enolCAT(ﻟﻴﮕـﺎز  T4
 51 در دﻣﺎي noitagilﺗﺤﺖ آزﻣﺎﻳﺶ  5ﺑﻪ  1ﻣﻮﻟﻲ 
  . ار ﮔﺮﻓﺖﻗﺮ thginrevoﮔﺮاد ﺑﻪ ﺻﻮرت  درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ
ﻣﺴـﺘﻌﺪ ﺷـﺪه،  5HDαﺑﺎﻛﺘﺮي  :ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرﻣﺎﺳﻴﻮن
، ﻃﺒﻖ ﭘﺮوﺗﻜﻞ ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم ﺷﺪ و noitagilﺑﺎ ﻣﺤﺼﻮل 
ﻣﺎﻳﻊ  BLﺑﺎﻛﺘﺮي ﭘﺲ از ﻳﻚ ﺳﺎﻋﺖ رﺷﺪ در ﻣﺤﻴﻂ 
آﮔـﺎر  BLدرﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ ﮔﺮاد ﺑـﻪ روي ﭘﻠﻴـﺖ  73 در
. ﻣﻴﻜﺮوﮔﺮم ﺑﺮ ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘﺮ ﭘﺎﺳﺎژ داده ﺷـﺪ  05 ﺣﺎوي
ﺻﺤﺖ ﻛـﺎر ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرﻣﺎﺳـﻴﻮن و ﻧﻴـﺰ ﺑـﺎﻛﺘﺮي ﻫـﺎي 
ﻣﻮرد  R75ZTpﻣﺴﺘﻌﺪ ﺷﺪه ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ 
  . ﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ
  
از آﻧﺠﺎﻳﻲ ﻛـﻪ اﺣﺘﻤـﺎل ﭼﺴـﺒﻴﺪن : RCP ynoloC
و  )noittagil fles enobkcab( ﺧﻮد ﺑﻪ ﺧﻮد وﻛﺘـﻮر 
ورود آن ﺑﻪ ﺑﺎﻛﺘﺮي، ﻗﺎﺑﻠﻴﺖ رﺷﺪ را ﺑـﻪ ﺑـﺎﻛﺘﺮي در 
ﺣﻀــﻮر آﻣﭙــﻲ ﺳــﻴﻠﻴﻦ ﻣــﻲ دﻫــﺪ، ﻏﺮﺑــﺎﻟﮕﺮي 
   ﻫﺎي رﺷﺪ ﻛﺮده ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﻳﻮﻧﻴﻮرﺳﺎل ﺑﺎﻛﺘﺮي
 :F 3VR CCCCTGTCGGATAAAACGATC
 CGGTTTGCGAAGGTGGAT :Rو ﭘﺮاﻳﻤـــﺮ
 RCP nwodhcuoTو ﺑ ــﺎ روش  veR-RTL-4LGP
درﺟﻪ  06 ﺳﻴﻜﻞ اول gnilaennAدﻣﺎي . اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ
درﺟـﻪ  0/5ﺛﺎﻧﻴـﻪ ﺑـﺎ  04ﺳﺎﻧﺘﻲ ﮔـﺮاد ﺑـﺮاي ﻣـﺪت 
ﺳـﻴﻜﻞ  01ﺑـﺮاي  ﺳﺎﻧﺘﻲ ﮔﺮاد ﻛﺎﻫﺶ در ﻫﺮ ﺳﻴﻜﻞ
ﺳـﻴﻜﻞ  02ﻫـﺎ ﺗﻌـﺪاد ﺳـﻴﻜﻞ . در ﻧﻈﺮ ﮔﺮﻓﺘـﻪ ﺷـﺪ 
در ﻛﻠﻨـﻲ ﻫـﺎﻳﻲ ﻛـﻪ  RTLﻗﻄﻌـﻪ . ﻣﺸـﺨﺺ ﺷـﺪ
ﺪ ﺑـﻮد، ﺗﺎﻳﻴ ـ 0071pb ﻫـﺎ ﺣـﺪود  آن RCPﻣﺤﺼﻮل 
ﺑﻪ ﻋﻨﻮان  3VRدوم ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﭘﺮاﻳﻤﺮ  RCP. ﺷﺪ
 :R (veR-RTL) ﭘﺮاﻳﻤـــ ــﺮ ﭘﺮاﻳﻤـــ ــﺮ ﻓـــ ــﻮروارد و
   TAGGTGCGGCCAACTCGCGCAAGTTCGAATCA
ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﭘﺮاﻳﻤﺮ رﻳﻮرس ﺑﺎ ﭘﺮوﺗﻜﻞ ﻗﺒﻠﻲ اﻧﺠﺎم ﺷـﺪ ﺑـﺎ   
درﺟﻪ  36 ﺳﻴﻜﻞ اول gnilaennAاﻳﻦ ﺗﻔﺎوت ﻛﻪ دﻣﺎي 
  . ﺳﺎﻧﺘﻲ ﮔﺮاد در ﻧﻈﺮ ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪ
ﺗﻜﺜﻴﺮ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﺎي ﺗﺮاﻧﺴـﻔﻮرم ﺷـﺪه و اﺳـﺘﺨﺮاج 
 ynoloC ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﻛﻠﻨـﻲ ﻫـﺎﻳﻲ ﻛـﻪ در ﻣﺤﺼـﻮل 
ﺑﻮدﻧـﺪ در  RTL، ﺣـﺎوي ﻗﻄﻌـﻪ داﺧـﻞ ﺷـﺪه RCP
-61ﻣﺎﻳﻊ ﺣﺎوي آﻣﭙﻲ ﺳﻴﻠﻴﻦ ﺑﻪ ﻣـﺪت  BLﻣﺤﻴﻂ 
ﺳﺎﻋﺖ ﻛﺸﺖ داده ﺷﺪه و ﺳﭙﺲ ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از  21
ﻃﺒ ــﻖ دﺳ ــﺘﻮراﻟﻌﻤﻞ  )negaiQ( perpinimﻛﻴ ــﺖ
ﻛﻴـ ــﺖ، اﺳـ ــﺘﺨﺮاج وﻛﺘـ ــﻮر رﻳﭙـ ــﻮرﺗﺮ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـ ــﺐ 
  . ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ ،cuL-RTL4LGP
  
ﺗﻬﻴـﻪ ﺷـﺪه از ﺑﺎﻧـﻚ  ،T392ﺳـﻠﻮل  :ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺸﻦ
 MEMDﺳﻠﻮل اﻧﺴﺘﻴﺘﻮ ﭘﺎﺳـﺘﻮر اﻳـﺮان، در ﻣﺤـﻴﻂ 
ﮔﻠﻮﺗﺎﻣﻴﻦ ﻣﻴﻠﻲ ﻣـﻮل، ﭘﻨـﻲ  L 2، SBF %01ﺣﺎوي
 واﺣـــﺪ در ﻫـــﺮ ﻣﻴﻠـــﻲ ﻣﺘـــﺮ، 001ﺳـــﻴﻠﻴﻦ 
ﻣﻴﻜﺮوﮔﺮم در ﻫﺮ ﻣﻴﻠـﻲ ﻣﺘـﺮ،  001 اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻣﺎﻳﺴﻴﻦ
ﻛﺸـﺖ  2oC% 5 درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ ﮔـﺮاد و  73 درﺷﺮاﻳﻂ
  .داده ﺷﺪ
ﺳﻠﻮل در ﭘﻠﻴﺖ  8×401ﺷﺐ ﻗﺒﻞ از ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺸﻦ  
ﺳﺎﻋﺖ  3ﻛﺎﺷﺘﻪ ﺷﺪ و روز ﺑﻌﺪ،  )LPS( ﭼﺎﻫﻜﻲ 42
ﻣﺤﻴﻂ آن ﺑﺎ ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ﺗﺎزه  ﻗﺒﻞ از ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺸﻦ،
  
از  III dniH ﻢﻳﺷـﺪه ﺑـﺎ آﻧـﺰ  ﺪهﻳ  ـﺑﺮ RTL ﻗﻄﻌﻪﺳﻤﺖ ﭼﭗ  -2ﺗﺼﻮﻳﺮ 
ﻣﺎرﻛﺮ  005 pbﺑﺎﻻﺗﺮاز ﺑﺎﻧﺪ  ﻲژل ﻛﻤ يدرروZcaL-RTLCUp  وﻛﺘﻮر
ﺳـﻤﺖ راﺳـﺖ وﻛﺘـﻮر  .ﺷﻮد ﻲﻣ ﺪهﻳد( ﺑﺎﻧﺪ دوم از ﭘﺎﻳﻴﻦ)ﻛﻴﻠﻮﺑﺎﻳﺖ  1ﻻﻣﺒﺪا 
 .ﺑﺮﻳﺪه ﻧﺸﺪه دﻳﺪه ﻣﻲ ﺷﻮد
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ﻫﺎ ﺑﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از ﻛﻴـﺖ  ﺟﺎﻳﮕﺰﻳﻦ ﺷﺪ و ﺳﭙﺲ ﺳﻠﻮل
ﻣﻴﻜﺮوﮔـــﺮم وﻛﺘـــﻮر  0/4و  )negaiQ( tcefylop
ﺑﻪ ﺗﻨﻬﺎﻳﻲ وﻫﻤﺮاه ﺑﺎ وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ  ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ
. ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺷـﺪﻧﺪ  (61) (xaT+1.3ANDCp) xaT
ﻫﺎ ﺑﺎ وﻛﺘـﻮر ﺑـﺪون  ﺳﻠﻮل ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻛﻨﺘﺮل آزﻣﺎﻳﺶ،
ﺑـﻪ ( ﺑﻪ ﻋﻨـﻮان ﻛﻨﺘـﺮل ﻣﻨﻔـﻲ ) 71.4LGPﭘﺮوﻣﻮﺗﺮ 
 xaTﺗﻨﻬ ــﺎﻳﻲ وﻫﻤ ــﺮاه ﺑ ــﺎ وﻛﺘ ــﻮر ﺑﻴ ــﺎﻧﻲ ﭘ ــﺮوﺗﺌﻴﻦ 
 84ﭘـﺲ از . ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺷﺪﻧﺪ (xaT+1.3ANDCp)
ﺳــﺎﻋﺖ ﺑﻴــﺎن ﻟﻮﺳــﻴﻔﺮاز ﺑــﺎ اﺳــﺘﻔﺎده از ﻛﻴــﺖ 
و ﺑـﺮ اﺳـﺎس دﺳـﺘﻮراﻟﻌﻤﻞ  olGenO )agemorP(
 4ygrenySﻛﻴـــﺖ ﺑــ ــﺎ دﺳــ ــﺘﮕﺎه ﻟﻮﻣﻴﻨــ ــﻮﻣﺘﺮ 
ﺑـﻪ ﻋﻨـﻮان ﻛﻨﺘـﺮل . ﺑﺮرﺳﻲ ﺷـﺪ  )ASU.KeToiB(
ﺗﺠﺎري اﺳﺘﻔﺎده  mulitnauQ )agemorP( ﻣﺜﺒﺖ از
ﺷـﺮاﻳﻂ ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺸـﻦ ﺑ ـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از وﻛﺘـﻮر  .ﺷـﺪ
  .ﻧﺮﻣﺎﻻﻳﺰ ﺷﺪ 1N-PFGEp )hcetnolC(
  
  ﻫﺎ ﻳﺎﻓﺘﻪ
ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑـﻪ اﻳـﻦ ﻛـﻪ اﺣﺘﻤـﺎل : ارزﻳﺎﺑﻲ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ
ﭼﺴﺒﻴﺪن ﺧﻮد ﺑﻪ ﺧﻮد وﻛﺘﻮرﺑﺪون وارد ﺷﺪن ﻗﻄﻌﻪ 
وﺟـﻮد دارد، و ورود آن ﺑـﻪ ﺑـﺎﻛﺘﺮي، ﻗﺎﺑﻠﻴـﺖ  RTL
دﻫـﺪ،  رﺷﺪ را ﺑﻪ ﺑﺎﻛﺘﺮي در ﺣﻀﻮر آﻣﭙﻲ ﺳﻴﻠﻴﻦ ﻣﻲ
ﻫـﺎي ﻛﻠﻨـﻲ از ﻛﻠﻨـﻲ  08ﭘﺲ از ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرﻣﺎﺳـﻴﻮن، 
آﮔــﺎر ﺣــﺎوي  BL رﺷــﺪ ﻛــﺮده روي ﻣﺤــﻴﻂ
ﻗـﺮار  RCP ynoloCﺳـﻴﻠﻴﻦ، ﻣـﻮرد آزﻣـﺎﻳﺶ  آﻣﭙﻲ
وارد ﺷـﺪه  RTLﻛﻠﻨﻲ ﺣﺎوي ﻗﻄﻌﻪ  03ﮔﺮﻓﺘﻨﺪ ﻛﻪ 
از ﻃﺮﻓﻲ ﻧﻈﺮ ﺑـﻪ اﻳﻨﻜـﻪ . ﺑﻮدﻧﺪ 71.4LGPﺑﻪ وﻛﺘﻮر 
 )III dniH(ﺑـﺎ ﻳـﻚ آﻧـﺰﻳﻢ  RTL 5ˊ،3ˊﻫﺮ دو ﺳـﺮ 
ﺑـﻪ ﻃـﻮر  RTLﺑﺮﻳﺪه ﺷﺪه ﺑﻮد اﺣﺘﻤﺎل ﻗﺮار ﮔﻴـﺮي 
ﺑﺮاي ﺑﺮرﺳـﻲ درﺳـﺖ ﺑـﻮدن . ﻣﻌﻜﻮس وﺟﻮد داﺷﺖ
ز ﭘﺮاﻳﻤﺮﺳـﻮﻣﻲ ﻛـﻪ در ا ،RTLﺟﻬـﺖ ﻗـﺮار ﮔﻴـﺮي 
ﻃﺮاﺣـﻲ ﺷـﺪه ﺑـﻮد ﺑـﻪ ﻋﻨـﻮان  RTLداﺧﻞ ﻗﻄﻌـﻪ 
ﭘﺮاﻳﻤﺮ رﻳﻮرس اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ و از ﭘﺮاﻳﻤـﺮ ﻳﻮﻧﻴﻮرﺳـﺎل 
 03از . ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﻓﻮروارد اﺳﺘﻔﺎده ﺷـﺪ  3VR
ﻛﻠﻨﻲ،ﺣﺎﻣـﻞ  61، ﻓﻘـﻂ RTLﻛﻠﻨﻲ ﺣـﺎوي ﻗﻄﻌـﻪ 
ﺑﻮدﻧﺪ ﻛﻪ در ﺟﻬﺖ ﺻﺤﻴﺢ ﻛﻠﻮن ﺷـﺪه  RTL ﻗﻄﻌﻪ
   .(3ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره ) ﺑﻮد
 elbuoD،روش ﻫﻀـﻢ دو آﻧﺰﻳﻤـﻲ ﻫﺎ ﺑﺎ  اﻳﻦ ﻛﻠﻨﻲ
ﻧﻴـﺰ ﻣـﻮرد ﺗﺎﻳﻴـﺪ ﻗـﺮار  IabX/IamS() noitsegiD
ﻛﻠﻨـﻲ  2از ﺑﻴﻦ ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي اﻧﺘﺨـﺎب ﺷـﺪه . ﮔﺮﻓﺘﻨﺪ
ﺷـﺪه و ﺣﻀـﻮر  tsalBﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗﻮاﻟﻲ ﺷﺪ و ﺗﺮاﺳﻪ آن 
ﺣﺎوي ﺳﻪ ﻋﻨﺼﺮ ﭘﺎﺳﺦ دﻫﻨﺪه  RTL-VLTHﻗﻄﻌﻪ 
  .ﺗﺎﻳﻴﺪ ﺷﺪ xaT )sERT(ﺑﻪ 
  
ﺑﻴـﺎن ﻟﻮﺳـﻴﻔﺮاز در  ﻣﻴـﺰان ﺑـﺎﻻي : ﺑﻴﺎن ﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز
ﺑﺎ  392Tﺳﻠﻮل  )noitcefsnart-oc(ﻛﻮﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺸﻦ 
 xaTوﻛﺘﻮر رﻳﭙﻮرﺗﺮ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ وﻧﻴﺰ ﺑـﺎ وﻛﺘـﻮر ﺑﻴـﺎﻧﻲ 
رده ﺳﻠﻮﻟﻲ از ﺟﻨـﻴﻦ ﻛﻠﻴـﻪ  392Tﺳﻠﻮل . دﻳﺪه ﺷﺪ
آن ﺑﺮاي ( evissimerP) اﻧﺴﺎن اﺳﺖ ﻛﻪ ﭘﺬﻳﺮا ﺑﻮدن
ﻗﺒﻠـﻲ ﻧﺸـﺎن  ﻛﻪ در ﮔﺰارش ﻫﺎي 1VLTHوﻳﺮوس 
داده ﺷﺪه ﺑﻮد، ﻋﻠﺖ اﻧﺘﺨﺎب اﻳﻦ ﺳﻠﻮل ﺑﻮد و اﻣﻜـﺎن 
  . اﺳﺘﻔﺎده آن در ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت آﻳﻨﺪه ﻟﺤﺎظ ﺷﺪ
ﺑـﺎ  392Tﻣﺸـﺎﺑﻪ ﺳـﻠﻮل ﻫـﺎي  ﻫـﺎيدر آزﻣـﺎﻳﺶ 
 
  71.4LGpدر ﺑﺎﻻدﺳﺖ ژن رﻳﭙﻮرﺗﺮ ﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز در وﻛﺘﻮر RTL1-VLTHﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ . cuL-RTL-4LGPﻧﻘﺸﻪ وﻛﺘﻮر ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ  -3ﺗﺼﻮﻳﺮ 
 .ﺪه ﻣﻲ ﺷﻮددﻳﻫﻤﺮاه ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﻫﺎ   ﺑﻪ
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 xaTوﻛﺘ ــﻮر ﻧﻮﺗﺮﻛﻴ ــﺐ و ﺑ ــﺪون ﭘﻼﺳ ــﻤﻴﺪ ﺑﻴ ــﺎﻧﻲ 
. ﺷـــﺪ )noitcefsnart tnaisnart( ﺗﺮاﻧﺴـــﻔﻜﺖ
ﺑـﺎو ﺑـﺪون  71.4LGPﻫﻤﭽﻨـﻴﻦ ﺳـﻠﻮل ﺑـﺎ وﻛﺘـﻮر 
ﺑـﻪ ﻋﻨـﻮان )، ﺗﺮاﻧﺴـﻔﻜﺖ ﺷـﺪﻧﺪ xaTﻲ وﻛﺘﻮر ﺑﻴـﺎﻧ 
 05ﻧﺘﺎﻳﺞ ﺣـﺎﻛﻲ از ﺑﻴـﺎن ﺑﻴﺸـﺘﺮ از  .(ﻛﻨﺘﺮل ﻣﻨﻔﻲ
ﺑﺮاﺑـﺮ ﻟﻮﺳـﻴﻔﺮاز در ﺳـﻠﻮل ﻫـﺎﻳﻲ ﻛـﻪ ﻫﻤﺰﻣـﺎن ﺑـﺎ 
 xaT+1.3ANDCpو ﻧﻴـــــ ـﺰ  cuL-RTL-4LGP
ﻫـﺎي ﻣﻨﻔـﻲ  ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﺷﺪه ﺑﻮدﻧﺪ ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ ﻛﻨﺘﺮل
  (. 1ﺷﻤﺎره  ﻧﻤﻮدار) ﺑﻮد
  
  و ﻧﺘﻴﺠﻪ ﮔﻴﺮيﺑﺤﺚ 
 1-VLTHاﺑﺰار ﻣﺤﺪودي ﺑـﺮاي ﺑﺮرﺳـﻲ وﻳـﺮوس 
درﻛﺸ ــﺖ ﺳ ــﻠﻮﻟﻲ ﺑ ــﻪ ﺟﻬ ــﺖ ﺧﺼﻮﺻ ــﻴﺎت ﻏﻴ ــﺮ 
ﺑﻮدن اﻳـﻦ وﻳـﺮوس  ﺳﻴﺘﻮﻟﻴﺘﻴﻜﻲ و واﺑﺴﺘﻪ ﺑﻪ ﺳﻠﻮل
ﮔﺮاﻧـﻲ ﻋـﻼوه ﺑﺮ . ﻓﺮاﻫﻢ اﺳﺖ VIHﺑﺮﺧﻼف وﻳﺮوس 
ﺑﻌﻀﻲ روش ﻫﺎي ﻣﻮﺟـﻮد، از دﻳﮕـﺮ ﻣﻌﺎﻳـﺐ آن ﻫـﺎ 
، ﻛﻪ ﻣﻮﻧﻴﺘﻮرﻳﻨﮓ آﻟﻮده ﻛﻨﻨﺪﮔﻲ وﻳﺮوس ﻋﺪم اﻣﻜﺎن
ﺷﺮط ﻻزم و ﺣﻴﺎﺗﻲ ﺑﺮاي ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺑﻨﻴـﺎدي 
 ،ﺗﺎﺳـﻴﻮنو ﻛﻠﻴﻨﻴﻜـﻲ از ﺟﻤﻠـﻪ ﺑﺮرﺳـﻲ ﻣﻴـﺰان ﻣﻮ 
ﻣﺮاﺣـﻞ ﻣﺨﺘﻠـﻒ ﭼﺮﺧـﻪ ﺗﻜﺜﻴـﺮ وﻳـﺮوس و آﻧ ـﺎﻟﻴﺰ 
 .ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ اﺳﺖ، ﻣﻘﺎوﻣﺖ داروﻳﻲ
از اﻳﻦ ﺟﻬﺖ ﺳﺎﺧﺖ ﻳﻚ ﺳﻴﺴﺘﻢ ﺑﻴﻮﻟﻮژﻳﻜﻲ ﺑﺮاي 
ژن ﻫـﺎي . اﻳﻦ وﻳﺮوس ﺿﺮوري ﺑـﻪ ﻧﻈـﺮ ﻣـﻲ رﺳـﺪ 
  (cuL،PFG ،TAC) رﻳﭙ ــﻮرﺗﺮ ﻣﺘﻌ ــﺪدي از ﺟﻤﻠ ــﻪ 
ﻫـﺎي ﺑﻴﻮﻟـﻮژﻳﻜﻲ ﻣـﻮرد وﺟﻮد دارد ﻛـﻪ در ﺳﻴﺴـﺘﻢ 
در اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ، ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑـﻪ . اﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار ﻣﻲ ﮔﻴﺮﻧﺪ
ﺣﺴﺎﺳـﻴﺖ ﺑـﺎﻻي ﻟﻮﺳـﻴﻔﺮاز، وﻛﺘـﻮري ﺑـﺮ ﻣﺒﻨـﺎي 
و ﺑﻴـﺎن رﻳﭙـﻮرﺗﺮ  RTL1-VLTHﺗﺮاﻧﺲ اﻛﺘﻴﻮﻳﺸﻦ 
ﻟﻮﺳﻴﻔﺮازﺳـﺎﺧﺘﻪ ﺷـﺪ و ﺑﻴـﺎن اﻟﻘـﺎﻳﻲ ﻟﻮﺳـﻴﻔﺮاز در 
 05، ﺑﻴﺸـﺘﺮ از xaT ﺗﻮﺳﻂ وﻛﺘﻮر ﺑﻴـﺎﻧﻲ  392ﺳﻠﻮل
   .ﺑﺮاﺑﺮ ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ ﻛﻨﺘﺮل ﻣﻨﻔﻲ دﻳﺪه ﺷﺪ
در ﻣﻄﺎﻟﻌـ ــﻪ ي ﻛـ ــﻪ آزادﻣـ ــﻨﺶ و ﻫﻤﻜـ ــﺎراﻧﺶ 
داﺷﺘﻨﺪ،  ﺑﺘﺎ ﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﻳﺪازﺑﺎاﺳﺘﻔﺎده از وﻛﺘﻮر رﻳﭙﻮرﺗﺮ 
ﺑﺮاﺑـﺮ  01، xaT ﺑﻴﺎن اﻟﻘﺎﻳﻲ در ﺑﺮاﺑـﺮ وﻛﺘـﻮر ﺑﻴـﺎﻧﻲ 
درﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺣﺎﺿـﺮ (. 71) ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ ﻛﻨﺘﺮل ﺑﻴﺸﺘﺮ ﺑﻮد
اﻋﺘﻘـﺎد ﻣـﺎ ﺑـﺮ اﻳـﻦ اﻳﻦ اﺧﺘﻼف ﺑﺴﻴﺎر ﺑﻴﺸﺘﺮ ﺑﻮد و 
اﺳﺖ ﻛﻪ دﻟﻴﻞ اﻳﻦ ﺗﻔﺎوت، اﺳﺘﻔﺎده آن ﻫﺎ از وﻛﺘـﻮر 
ﻣـﻲ ﺑﺎﺷـﺪ ﻛـﻪ ﺣﺴﺎﺳـﻴﺖ  ﺑﺘﺎ ﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﻳﺪاز رﻳﭙﻮرﺗﺮ
  . ﭘﺎﻳﻦ ﺗﺮي ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ ﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز دارد
از ﻃﺮﻓﻲ ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ اﻳﻦ ﻛﻪ ﭘﺮوﻣﻮﺗﺮ وﻳﺮوس ﻣـﻲ  
ﺗﻮاﻧﺪ ﺗﺤﺖ ﺗﺎﺛﻴﺮ ﻣﺴﻴﺮ ﻫﺎي ﺳﻴﮕﻨﺎﻟﻴﻨﮓ ﺳـﻠﻮﻟﻲ ﺑـﺎ 
 ﻼ اﺷﺎره ﺷﺪ ﺗﺸﺎﺑﻪﻫﻤﺎن ﻃﻮر ﻛﻪ ﻗﺒ) ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ ﺗﺸﺎﺑﻪ
ﻳـﺎ  tnemelE esnopseR PMA cilcyCﺑـﺎ  ERT
آن ﻗﺮار ﮔﻴﺮد، اﻣﻜﺎن ﺑﻴـﺎن زﻣﻴﻨـﻪ ي  (ERC ﻫﻤﺎن
 
  ﺗﺮاﻧﺴــﻔﻜﺖ ﺷــﺪه ﺑــﺎ وﻛﺘــﻮر ﻧﻮﺗﺮﻛﻴــﺐ  392ﻧﺸــﺎن داده ﺷــﺪه اﺳــﺖ ﻛــﻪ ﻣﻴــﺰان ﺑﻴــﺎن ﻟﻮﺳــﻴﻔﺮاز در ﺳــﻠﻮل ﻫــﺎي  ﻧﻤــﻮداردر اﻳــﻦ  -1ﻧﻤــﻮدار 
ﻧﺘـﺎﻳﺞ، ﺣﺎﺻـﻞ ﻣﻴـﺎﻧﮕﻴﻦ  .ﺑﺮاﺑﺮ ﺑﻮده اﺳـﺖ  05ﺑﻴﺸﺘﺮ از  xaT +1.3ANDCpوﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ  در ﺣﻀﻮر 71.4LGp وﻛﺘﻮر در ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﺑﺎ cuL-RTL-4LGP
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. وﺟﻮد دارد xaTﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز ﺑﺪون اﻟﻘﺎ ﺗﻮﺳﻂ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 
ﺑﻴﺎن زﻣﻴﻨﻪ ي در اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺑﺴﻴﺎر ﻛﻤﺘﺮ ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ 
ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﻗﺒﻠﻲ ﺑﻮد و ﺗﻔﺎوت ﺑﻴﺎن ﺗﺴﺖ ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ ﺑﻴﺎن 
دﻳﺪه ﺷﺪ و ﺑﺮ ﺧـﻼف ﻣﻄﺎﻟﻌـﻪ  ﺑﺮاﺑﺮ 03زﻣﻴﻨﻪ ي ﺗﺎ 
ﻋﻼوه ﺑﺮ اﻳـﻦ، . ي ﻗﺎﺑﻞ اﻏﻤﺎض ﺑﻮد ﻗﺒﻠﻲ ﺑﻴﺎن زﻣﻴﻨﻪ
اﮔﺮ ﭼﻪ ﻣﺰﻳﺖ روش آن ﻫﺎ ﺑﻪ روش ﺣﺎﺿـﺮ، اﻣﻜـﺎن 
ﺑﺮرﺳــﻲ ﻛﻴﻔــﻲ در آن روش ﺑـ ــﻮد وﻟــﻲ ﻟـ ــﺰوم 
ﻓﻴﻜﺴﺎﺳ ــﻴﻮن ورﻧ ــﮓ آﻣﻴ ــﺰي از ﻣﻌﺎﻳ ــﺐ روش آن 
در اﻳـﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌـﻪ . ﻫﺎﻧﺴـﺒﺖ ﺑـﻪ اﻳـﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌـﻪ اﺳـﺖ
ﻟﻲ ﻫﻤﭽﻨـﻴﻦ ﺑـﺎ ﺳﻨﺠﺶ ﻓﻘﻂ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﻟﻴﺰ ﺳﻠﻮ
  .ﺗﻌﺪاد ﺳﻠﻮل ﻛﻤﺘﺮ ﺑﺮاﺣﺘﻲ ﻗﺎﺑﻞ اﻧﺠﺎم اﺳﺖ
ﻧﺘﺎﻳﺞ ﺑﻪ دﺳﺖ آﻣﺪه در اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﻫﻢ راﺳﺘﺎ ﺑـﺎ  
در  وي. ﺑــﻮد و ﻫﻤﻜــﺎراﻧﺶ ،adihsoYﻣﻄﺎﻟﻌــﺎت 
ﻛﻨﺎرﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺑﺮ روي ﺳﺎﺧﺖ ﻳـﻚ رده ﺳـﻠﻮﻟﻲ ﺑـﺮاي 
، ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از ﻫﻤـﺎن اﺳـﺘﺮاﺗﮋي ﺳﻴﺴـﺘﻤﻲ VIH
و ﺑـ ــﺎ اﺳـ ــﺘﻔﺎده از رده  RTL1-VLTHﺑﺮاﺳـ ــﺎس 
ﺗـﺎ  و ﺑﻴﺎن اﻟﻘﺎﻳﻲ ﻟﻮﺳـﻴﻔﺮاز را  اﻳﺠﺎد ﻧﻤﻮد 9Hﻮﻟﻲﺳﻠ
اﻟﺒﺘﻪ ازﻳـﻚ روش . ﺑﺮاﺑﺮ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻧﻤﻮد 04 ﺑﻴﺸﺘﺮ از
ﺑـﺎ ﻳـﻚ وﻛﺘـﻮر  رﻳﭙﻮرﺗﺮ ﻗﺪﻳﻤﻲ ﺑﺮاي اﻧﺘﺨﺎب ﺳﻠﻮل
ﺑـﺮ  .ﺟﺪاﮔﺎﻧﻪ ﺟﻬﺖ ﭘﺎﻳﺪار ﻛﺮدن ﺳﻠﻮل اﺳﺘﻔﺎده ﻛﺮد
ﺧﻼف آن در اﻳـﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌـﻪ از ﻧﺴـﻞ ﭼﻬـﺎرم وﻛﺘـﻮر 
ز ﺑﻪ ﻣﺮاﺣـﻞ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ ﻛﻪ ﺣﺎﻣﻞ ﻣﺎرﻛﺮ ﺑﻮده و ﻧﻴﺎ
   .ﻓﻮق ﻧﺪاﺷﺖ
ﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ وﻛﺘﻮر ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺳﺎﺧﺘﻪ ﺷﺪه ﻣـﻲ ﺗﻮاﻧـﺪ  
در ﺳﺎﺧﺖ ﻳﻚ رده ﺳﻠﻮﻟﻲ ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ در آﻳﻨﺪه ، ﺑـﺮاي 
ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﭘﺎﻳﻪ ي از ﺟﻤﻠﻪ ﻣﻄﺎﻟﻌـﺎت ﻛﺸـﻒ دارو ﺑـﺎ 
ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ ﻧﺒﻮد داروي ﻣﻮﺛﺮ ﺑﺮاي ﺑﻴﻤﺎري ﻫﺎي ﻧﺎﺷـﻲ 
و ﻳـﺎ ﺑﺮرﺳـﻲ ﻣﺮاﺣـﻞ ورود و ﺗﻜﺜﻴـﺮ  از اﻳﻦ وﻳﺮوس
 .دوﻳﺮوس ﺑﻪ ﻛﺎر رو
  
   ﺗﻘﺪﻳﺮ و ﺗﺸﻜﺮ
اﻳﻦ ﻃﺮح ﺑﻪ ﺻﻮرت ﻣﺸـﺘﺮك در ﺑﺨـﺶ وﻳـﺮوس 
ﺷﻨﺎﺳﻲ داﻧﺸﮕﺎه ﺟﻨﺪي ﺷﺎﭘﻮر ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ اﻫﻮاز و 
ﻧﻴﺰ ﺑﺨﺶ وﻳﺮوس ﺷﻨﺎﺳﻲ اﻧﺴـﺘﻴﺘﻮ ﭘﺎﺳـﺘﻮر ﺗﻬـﺮان 
اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ وﻧﻮﻳﺴﻨﺪﮔﺎن اﻳﻦ ﻣﻘﺎﻟـﻪ ﺑـﺮ ﺧـﻮد ﻻزم 
ﻣﻲ داﻧﻨﺪ ﺗﺎ ازﻣﺮﻛﺰ ﺑﻴﻤﺎري ﻫﺎي ﻋﻔﻮﻧﻲ ﮔﺮﻣﺴـﻴﺮي 
ﻗﺴـﻤﺘﻲ ) اﻫﻮازداﻧﺸﮕﺎه ﺟﻨﺪي ﺷﺎﭘﻮر ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ 
پ ﻣــــﻮرخ /8/02/د/0921از ﻃــــﺮح ﻣﺼــــﻮب 
و ﻧﻴﺰ اﻧﺴﺘﻴﺘﻮ ﭘﺎﺳﺘﻮر ﺗﻬﺮان ﺑﻪ ﺧﺎﻃﺮ ( 9831/4/82
  .ﺗﺎﻣﻴﻦ ﺑﻮدﺟﻪ اﻳﻦ ﻃﺮح ﻗﺪر داﻧﻲ ﻧﻤﺎﻳﻨﺪ
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Abstract 
Background: HTLV-1 (Human T_cell lymphotropic virus type), with about 20 million 
individuals infected worldwide, is a global health problem and is endemic in certain area such 
as Japan and Khorasan province of Iran. 
HTLV-1 is the causative agent of progressive diseases, Adult T cell Leukemia (ATL), and 
HTLV-I Associated Myelopathy/Tropical Spastic Paraparesis (HAM/TSP) which have no yet 
approved effective treatment. Due to non cytolytic characteristic of this virus and the cell 
associated properties, there is no routine producer for drug study in vitro and its confined to 
some HTLV infected cell lines. Therefore construction of a reporter vector is necessary to 
evaluate HTLV-1 infectivity in cell culture for drug studies. Designed reporters for 
retroviruses are usually based on LTR transactivatin. LTR region of HTLV-1 contains virus 
promoter that plays the most important role in replication and transcription by Tax 
transactivation effect. 
Methods: LTR region was digested from pUCLTR-Lacz by HindIII and subcloned into MSC 
region of a promoterless reporter vector, pGL4.17, upstream to luciferase gene. Colonies 
were screened by Colony PCR, then selected colonies were confirmed by RE digestion and 
sequencing. HEK 293T cell line was transfected by recombinant vector and inducibility 
expressing of luciferase was evaluated. 
Results: Recombinant vector has expressing levels more than 50 folds compared to control 
when co-transfected with Tax expressing vector into HEK293T cells. 
Conclusions: According to high functionality of produced recombinant vector, it seems a 
good applicable tool to make an indicator cell line in subsequent basic and drug studies. 
 
Keywords: Reporter vector, HTLV-1, Luciferase. 
 
